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(57) Abstract: The invention relates to a method and system for identifying fluorescent, luminescent and/or absorbing substances 
on and/or in sample carriers, especially with a high sample throughput during sample screening and/or in diagnosis, preferably when 
analysing samples in microtiter plates (MTP). A spectral splitting of the sample light takes place, in addition to detection in a plurality 
of detection channels. At least one summation and/or combination of the signals of the individual channels takes place for at least 
one part of the detection channels, whereby, advantageously, at least one standard sample (STD) and/or at least one empty sample 
(BLK) are arranged, in addition to the substances which are to be examined, on the sample carrier. In a first step, a spectrum of at 
least one standard sample (STD) is picked up. 
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(57) Zusammenfassung: Verfahren und Anordung zur Identifikation von fluoreszierenden, lumineszierenden und/oder absorbie- 
renden Substanzen auf und/oder in Probetragern, insbesondere mit hohem Probendurchsatz beim Probenscreening und/oder in der 
Diagnostic vorzugsweise bei der Analyse von Proben in Mikrotiterplatten (MTP), wobei eine spektralae Aufspaltung des Proben- 
lichtes sowie eine Detektion in mehreren Detektionskanale erfolgt und fiir mindestens einen Teil der Detektionskanale mindestens 
eine Summation und/oder Zusammenfuhrung der Signale der Einzelkanale erfolgt, wobei Wobei vorteilhaft auf dem Probentrager 
neben zu untersuchenden Substanzenn (PRB) mindestens eine Standardprobe (STD) und /oder mindestens eine Leerprobe (BLK) 
angeordnet sind und in einem ersten Schritt ein Spektrum mindestens einer Standardprobe (STD) aufgenommen wird. 
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Titel: 

Verfahren und/oder Anordnung zur Identif ikation von f luoreszierenden, 
lumineszierenden und/oder absorbierenden Substanzen auf und/oder in 

Probetragern. 

1 . Einleitung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Anordnung fur die Identification 
chemisch aktiver Substanzen die sich auf oder in Probentragern befinden. Durch die 
simultane Aufnahme kompletter Spektralbander eroffnen sich neue Moglichkeiten 
aktiver chemische Substanzen von falsch positiven StSrsignalen zu diskriminieren. 
Dies ist insbesondere bei Anwendungen die einen hohen Probendurchsatz erfordern 
(High Throughput Screening, Diagnostik) von grolier Bedeutung. 

1.1 Mikroplatten 

In der chemischen Analytik hat sich die Mikrotiterplatte als Standard Probentrager fur 
die Analyse von Proben etabliert. Exemplare mit 96, 384 oder 1536 Vertiefungen 
(Wells) erlauben es eine entsprechende Anzahl von Proben simultan zu prapariern 
und zu analysieren. Das Format dieser Probentrager ist durch den sogennanten SBS 
Standard festgelegt (www.sbs.org) 

1.2 Assays 

Neben dem Handling der Proben (Zugabe der Losungen, Mischen, Inkubation) ist die 
Analyse der chemischen Reaktion ein wichtiger Punkt. Es gibt eine Vielzahl 
unterschiedlicher optischer Parameter die als Messgroften hier zur Anwendung 
kommen. Insbesondere in der pharmazeutischen Wirkstofforschung existieren eine 
Vielzahl unterschiedlicher Analyseprozeduren (Assays) . Als physikalische 
MessgrSssen dienen zum Beispiel Fluoreszenzintensitat (FL), 
Fluoreszenzpolarisation (FP) , Fluoreszenz-Energietransfer (FRET), 
Fluoreszenzlebensdauer (FLD) Lumineszenz (LUM), Absorption (ABS) Eine 
Obersicht iiber unterschiedliche Assay Formate findet sich in "High Throughput 
Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Delvin, Marcel 
Dekker Inc. 1997 Kap. 15. Beispiele spezieller Assays sind in den Kapiteln 17, 18, 
19, 22, 23 und 24 beschrieben. 

1.3 Simultane Messung mehrerer Wellenlangen 

l 
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In einfachen Assays wird bei einer Wellenlange gemessen und ausgewertet. Es gibt 
allerdings auch Formate in denen mehrere Wellenlangen zur Analyse notwendig 
sind. 

Ein Beispiel hierfur sind: 

1 . Ratio Imaging 

Die Reversible Interaktion mit dem spezifischen Bindungspartner (Liganden wie 
z.B.: Ca2+, Mg2+, H+) resultiert in einer spektralen Verschiebung der 
Fluoreszenzemission dieser Farbstoffe (lndo-1, SNARF; Molecular Probes Inc. 
Siehe Abb. 1 1 b). Zu dem zu einem gegebenen Zeitpunkt im 
Beobachtungsvolumen gemessenen Emissionsspektrum tragen in der Regei zwei 
Zustande des Farbstoffs, FF (freier Farbstoff) und FB (Farbstoff mit gebundenem 
Liganden) (Abb. 11a) bei, deren relative Anteile in einem gegebenen Volumen 
wiederum von der Affinitat zwischen Farbstoff und Ligand, beschrieben durch die 
Dissoziationskonstante (KD), gekennzeichnet ist. Damit ist das Verhaltnis der 
Fluoreszenzen von FF und FB ein Mali fur die Konzentration des Liganden. 

2. FRET 

FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) ist der strahlungslose Transfer 
von Photonenenergie von einem angeregten Fluorophor (dem Donor) an einen 
anderen Fluorophor (den Akzeptor). Voraussetzung sind u.a. Qberlappungen der 
Donor-Emissions- und Akzeptor-Anregungsspektren und enge raumliche 
Assoziation von Donor und Akzeptor. In biomedizinischen Anwendungen wird der 
FRET-Effekt z.B dazu genutzt lonen-oder Metabolitkonzentrationen (Ca2+, 
cAMP, cGMP) oder andere z.B. liganden-abhangige Strukturveranderungen (z.B. 
Phosphorylierungszustand von Proteinen, Konformationsanderungen von DNA) 
zu bestimmen und zu verfolgen. Dies gelingt durch Kopplung der FRET-Partner, 
Donor und Akzeptor (z.B. die synthetischen Fluorochrome FITC und Rhodamin 
Oder die genetisch kodierten fluoreszierenden Proteine CFP und YFP) an ein 
Molekul, das durch die spezifische Interaktion mit dem zu beobachtenden lonen, 
Metaboliten oder Liganden Veranderungen in seiner Sekundarstruktur erfahrt 
(Beispiel Miyawaki et al.; Proc Natl Acad Sci USA 96, 2135-2140, (March 1999); 
siehe Abb 13) oder an je eines von zwei Molekulen, die permanent oder in 
Abhangigkeit von Umgebungsbedingungen interagieren. Abb. 12 zeigt das 
Emissionsspektrum fur die FRET Partner fur unterschiedliche Abstande zwischen 
Donor und Akzeptor (a - groBer Abstand kein FRET lb- kleiner Abstand FRET 
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Wechselwirkung). In beiden Fallen sind Unterschiede in den Anteilen des freien 
und liganden-gebundenen FRET-Systems im Beobachtungsvolumen mit 
spektralen Unterschieden in der Fluoreszenzemission des FRET-Systems 
verbunden. Bei bevorzugter Anregung der Donorfluoreszenz driicken sich 
Zunahmen oder Abnahmen der Ligandenbindung in gegenlaufigen 
Veranderungen der Amplituden der Fluoreszenzemissionen der beiden FRET- 
Partner aus 

3. Homogenous Time Resolved Fluorescence 

Auch. hier wjrd das Verhaltnis zweier Wellenlangen (hier 620 bzw 665 nm) fur die 
Messung des Signals verwendet eine Beschreibung findet sich in "High Throughput 
Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Delvin, Marcel 
Dekker Inc. 1997 Kap. 19 



1.4 High Troughput Screening 

Als Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines neuen Medikamentes in der 
pharmazeutischen Wirkstofforschung wird eine chemisch aktive Substanz gesucht, 
die mit einem spezifischen biologischen Molekul interagiert. Diese Substanz dient 
dann der fur die weitere Optimierung bis hin zum Medikament. Der Nachweis der 
Interaktion erfolgt iiber einen Assay, mit dem die Reaktion uber ein physikalisch 
messbares Signal nachgewiesen werden kann. Im sogenannten primaren Screening 
werden unterschiedliche Substanzen (bis zu mehreren hunderttausend) im Assay 
auf ihre Aktivitat hin untersucht. Ziel ist es die Substanzen mit der grdfiten Aktivitat zu 
selektieren. Gemessen wird die Aktivitat nicht als absoluter Wert sondern relativ zur 
Aktivitat einer bekannten Substanz die man als Standard oder auch 100% Kontrolle 
bezeichnet. Eine Ahnliche Vorgehensweise liegt auch in der Diagnostik vor - anstelle 
der Substanzen aus Substanzbibliotheken werden hier Patientenproben in eine 
Assay auf bestimmte Krankeitsparameter hin untersucht. 

1.5 Qualitat der Messwerte 

Wesentlich fur die oben beschriebenen Prozesse ist das die Messung stets auf eine 
Kontrollsubstanz bezogen wird. Urn Fehlergebnissse aufgrund von Veranderungen 
bei der ProzessfOhrung zu vermeiden, werden diese Kontrollen bei jedem Assay 
mitgemessen, z.B indem man einigen Wells der Mikroplatte diese Kontrollen zugibt . 
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Das gemessene Signal wird auf folgende Weise in eine relative Signalstarke 
umgerechnet: 

Relatives Signal Substanz = (gemessenes Signal Substanz - gemessener 
Untergrund) / (gemessenes Signal Standard - gemessener Untergrund). 

Der Untergrund ist eine Messung des Signals in der Lbsung wenn keine Substanz 
Oder Kontrolle beigefugt ist (Leermessung). Fur diese Leermessung gilt das gleiche 
wie fur die Standards, dafc sie bei jedem Assay bestimmt werden, z.B indem man 
entspechende Wells auf der Mikroplatte dafur verwendet. 

.Fur. die. Praxis jst es erstnebenswert einen mbglichst grolien nutzbaren Mefibereich 
zwischen dem Untergrundsignal (welches die Nachweisgrenze definiert) und dem 
Signal der Kontrolle zu erzielen. Ein wesentliches Merkmal fur die Qualitat eines 
Assays ist die Spezifitat der Nachweisreaktion, Je spezifischer der Assay ist umso 
weniger falsch positiv / negative Resultate werden erzielt. Ein falsch positives Signal 
ist wenn das gemessene Signal positiv ist aber keine Reaktion stattfand. Dies kann 
z.B. bei einem FL Assay der Fall sein wenn die untersuchte Substanz 
Eigenfluoreszenz aufweist, oder bei einem ABS Assay wenn die Substanz farbig ist. 
Ein falsch negatives Signal ist der Fall , wenn kein Signal gemessen wurde, aber 
eine Reaktion stattfand. Auch hier kbnnen die physio-chemischen Eigenschaften der 
einzelnen Proben die Ursache sein. 

1.6 Mikroplatten Reader 

Zur Detektion der physikalischen MessgrolJen des Assays werden sogenannte 
Mikroplatten Reader verwendet. Diese Gerate sind von ihrem Aufbau Photometern 
bzw Fluorometern vergleichbar, die jeweils ein well in Durchlicht oder Auflicht 
beleuchten und den Messwert mittels eines lichtempfindlichen Sensors registrieren. 
Die Selektion des fur die Untersuchung spezifischen Wellenlangenbereiches erfolgt 
mittels Farb oder Interferenzfiltern. FQr die simultane Detektion von mehreren 
Wellenlangen werden diese sequenziell gemessen. Die zugehbrige Wellenlange wird 
durch ein wahlbahres Bandpassfilter realisiert. Alternativ hierzu werden mehrere 
Detektoren verwendet bei denen ein dichromatischen Teilerspeigel jeweils den 
entsprechende Wellenlangenbereich pro Detektor selektiert (siehe in "High 
Throughput Screeening: the discovery of bioactive substances", ed. John P. Delvin, 
Marcel Dekker Inc. 1997 S. 357). Der Nachteil der obengenannten Methoden besteht 
darin das die Zahl derwahlbaren Detektionsbander und deren Bandbreite durch die 
verwendeten- Filter vorgegeben ist und das Messungen von mehr als zwei 
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Wellenlangenbandern zeitauwendig werden. Insbesondere bei der Messung von 
Reaktionskinetiken ist eine kurze Mefczeit von Vorteil. Bei verschiedenen Farbstoffen 
mit Qberiappenden Wellenlangenbereichen muss nach dem Stand der Technik die 
Bandbreite des Detektionsfi Iters sehr schmal gewahlt werden urn das Obersprechen 
der benachbarten Signalle moglichst klein zu halten. Die Folge ist dass die Intensitat 
des detektierten Signals aufgrund der kleinen Bandbreite sehr gering ist. 
Zur freien Wahl der Anregungs und Emissionsbereiche gibt es auch Reader die mit 
einem Gittermonochromator versehen sind, der es je nach Anordnung ermoglicht die 
WeJJenlange des Anregungs oder Em.issionslichtes frei zu wahlen. Mit diesen 
Anordnungen lafit sich pro Well ein Spektrum des detektierten Lichtes aufzeichnen. 
Allerdings ist auch dieser Prozess sequenziell aufgrund des Scangvorganges des 
Monochromators 

1.7 Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens/ der Anordnung 

Das erfindungsgemalien Verfahren besitzt gegenuber den bisherigen Verfahren 
folgende Vorteile: 

Durch die erfindungsgemaBen Verfahren konnen die Anzahl der simultan 
einsetzbaren Farbstoffsignaturen, d.h. die Anzahl der simultan untersuchbaren 
Eigenschaften beispielsweise von Zellen erhoht werden. Bei sich stark 
Qberiappenden Spektralsignaturen der einzelnen Farbstoffe mufc nach dem Stand 
der Technik der Wellenlangenbereich zur getrennten Detektion der 
Fluoreszenzsignale einzelner Farbstoffe eingeschrankt werden. Dadurch verringert 
sich die Empfindlichkeit der Detektion, d.h. zu einem erhohten Rauschen der 
Detektoren, da hohere Verstarkungen genutzt werden. Dies wird durch die 
erfindungsgemalJen Verfahren verhindert. Weiterhin konnen nichtspezifische 
Fluoreszenzsignale, Autofluoreszenzen und Fluoreszenzen der MeSvorrichtung 
absepariert werden. 

Das Verfahren erlaubt es mehrere - auch spektral uberlappende Emissionsbander 
zu definieren, die wahrend der Messung simultan aufgezeichnet werden 
Aufgrund der verwendeten spektralen Auflosung lassen sich die spektralen Anteile 
des detektierten Lichtsignales iiber einen grofcen Wellenlangenbereich ermitteln. 
Dies erlaubt Bestimmung der spektralen Signatur eines spezifischen Farbstoffes. 
Mischungen von mehreren Farbstoffen lassen sich an Hand der spektalen 
Signaturen unterscheiden. 
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Bei jeder Messung werden die Signaturen der Kontrolle und des Untergrundes bei 
jedem Messablauf mit ermittelt. Bei den gemessenen Probensignalen lafit sich so 
der spezifische Anteil des gemessenen Signales bestimmen. Unspezifische 
Beitrage, die zu falsch positiven oder negativen Resultaten fuhren werden dabei 
separiert. 

2 Beschreibung der Erfindung 

2.1 Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen 

Hintergrund des erfindungsgemafien Verfahrens ist eine spektral aufgespaltete 
Detektion des von der Probe emittierten Lichts, wobei iiber verschiedenen 
Spektralkomponenten summiert wird. 
Die besonderen Vorteile der Erfindung bestehen in: 

- Der empfindliche Simultandetektion von FL Bandern 

- Einer flexiblen Konfiguration der Detektionsbander 

- Der Schnellen Visualisierungsmoglichkeit der Assay - Resultate 

- Der moglichen Diskriminierung von Beitragen aufgrund physio-chemischer 
Eigenschaften der Compounds bei der MeRwertbildung 

2.2 Durchfuhrung des Verfahrens 
2.2.1 Definitonen 

Eine MTP definiert ein Koordinatensystem mit unterschiedlichen Probenorten 
(Koordinaten A1, A2, ...nach SBS Standard). Fig. . 7 zeigt ein Beispiel fur eine 96 
Well MTP Hier sind Wells der Koordinaten 1-12 bzw. A-H dargestellt, die vom 
Scanningtisch iiber die X/Y Positionierung einzeln schnell und hochgenau 
angefahren werden. Die Koordinaten sind fur die Zuordnung zu den gemessenen 
Proben wichtig . Bei dem erfindungsgemafien Gerat sind in der Ansteuerung des 
Scanningtisches die Koordinaten der genormten MTP vorgespeichet. 
Auch eine genaue x/ X Positionierung innerhalb eines Wells , hier als H12 
beispielhaft dargestellt, ist moglich. 

Bei Mehrfachmessungen innerhalb eines Probenortes erhalt man sogenannte Sub- 
Well Daten, die sich durch die gleiche Wellkoordinate aber eine zusatzliche 
Ortskoordinate auszeichnen, die die Position innerhalb eines Wells definiert. Die 
Analyse von Sub Welldaten ist von Bedeutung, wenn sich innerhalb eines Wells 
Inhomogenitaten im zu messenden Signal ergeben die sich mit Hilfe der Auflosung 
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des verwendeten Systems detektieren lassen Diese Inhomogenitaten erlauben 
Ruckschliisse auf SubPopulationen innerhalb einer untersuchten Gesamtheit (z.B. 
Zellkulturen oder Ensembles von Beads, o.a.) . Im folgenden wird auf die Analyse 
von diesn Sub Populationen nicht weiter eingegangen. Das erfindungsgemalle 
Verfahren schliesst diese Art der Analyse jedoch mit ein. 

Auf der MTP befinden sich Standardproben STD sowie Leerproben ( BLK), die weder 
STD noch zu untersuchende Substanzen enthalten, zur Ermittlung des 
Untergrundsignales. In den mit PRB gekennzeichneten Bereichen befinden sich die 
zu untersuchenden Proben 

2.2.2 Festlegung von Spektralregionen (SRI- Spectral Range of Interest) aus 
den Spektrum 

Bei dem erfinungsgemalien Verfahren wird in einem ersten Schritt ein Spektrum 
von der Kontrolle (STD) aufgezeichnet. Das Verfahren zur Aufzeichnung von 
Spekten und Spektralbereichen ist im Detail bei ..Beschreibung der Detektionseinheit 
„ beschrieben. Das aufgezeichnete Spektrum wird dem Benutzer am Kontroll PC 
graphisch angezeigt, Nach Aufnahme eines Spektrums in der oben geschilderten 
Weise kann der Nutzer aus den gesamten Spektrum die fur die Untersuchung 
relevanten interessierenden Spektralbereiche (SRI - Spectral Region of Interest ) 
selektieren. Dieser Prozess wird einmal zu Beginn eines Experiments getan. Im 
weiteren werden die Messungen mit den festgelegten SRIs durchgefuhrt. 

Die Einstellung der SRI durch den Nutzer kann beispielsweise wie folgt 
geschehen (ABB. 10): Wenn mehr als ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet wird, so 
kann entweder ein Standard alle Fluoreszenzfarbstoffe enthalten, oder es gibt 
mehrere Standards, die jeweils einen Farbstoff enthalten. Im letzteren Fall erfolgt die 
Festlegung der SRIs fur jeden Standard einzeln. Im folgenden Bespiel sind 4 
Farbstoffe in einem STD well vorhanden. Nach der Aufnahme eines Spektralscans 
unter Verwendung aller hotwendigen Anregungsbander (A1-A4) konnen 
Summenkanale zwischen den einzelnen Anregungsbandern gebildet werden :E1 bis 
E4 gemaB Fig. 10 bis zur maximalen Emissionswellenlange. Diese Summenkanale 
entsprechen Teiien der Fluoreszenzbander der einzelnen Farbstoffe. Im Falle von 
Farbstoffen mit stark uberlagernden Emissionsbandern lasst sich auf diese Weise 
nur ein Teil des spektralen Signals nutzen. Je nach Wahl der Bandbreite fUr die 
Summation des Emissionslicht hat dies zur Folge das die Empfindlichkeit gering ist 
oder die Spezifitat fur einen Farbstoff nicht ausreicht. Eine Weiterentwicklung des 
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erfindungsgemassen Verfahrens zur Diskriminierung von stark uberlagenden 
Fluoreszenz wird weiter unten beschrieben. 

Neben einer manuellen Einstellung der Detektionsbander ist auch eine 
automatisier Bestimmung der Detektionsbander indem jeweils von jede einzelne FL 
Komponente als Referenz in einem MTP well ein Spektrum gemessen wird und die 
Spektralkomponenten die uber der Komparatorschwelle liegen und nicht das 
Anregungsband der Lichtquelle darstellen fur die Detektion ausgewahlt werden In 
einem 2. Verfahren zur Einstellung der verschiedenen SRIs erfolgt eine Vermessung 
des Eluoreszenzschwerpunktes Hierzu werden im Detektor alle Einzelkanale, die mit 
Anregungslicht bestrahlt werden abgeschalten. Jede SRI besitzt aufgrund der 
veranderten Emissionseigenschaften der jeweils verwendeten Farbstoffe einen 
charakteristischen Fluoreszenzschwerpunkt. 

Somit konnen die verschiedenen SRIs durch die Lage des charakteristischen 
Farbschwerpunktes unterschieden und getrennt sichtbar gemacht werden. 

Im AnschluB erfolgt wiederum eine spezifisch den Farbstoffeigenschaften 
angepaflte Einstellung der Summenkanale fur die einzelen SRIs. 
Zusatzlich sind beliebige Einzelkanale auch durch den Nutzer abschaltbar. Dies ist 
besonders zur Unterdriickung einer oder mehrerer Anregungbander sinnvoll. 



2.2.3 Verrechnung der Messwerte mit Standard und Blank 

Bei dem erfindungsgemalien Verfahren werden die Messwerte nicht als Absolutwerte 
ermittelt und dargestellt. Die zu bestimmende Grdlie ist vielmehr die Intensitat eines 
gemessenen Signals relativ zu einer bekannten Referenzprobe und einer Leerprobe. 
Standard ( STD) und Blanks ( BLK) sind festgelegt durch Plattenlayout oder 
Verwendung von Kalibrier / Referenzplatten zwischen den Assay Plates. Jedem 
Messwert ist ein Satz von Standard / Blanks zugeordnet. Wir definieren im weiteren 
als Assay Intensitaten, die Messgrolie, welche sich durch Verrechnung von 
gemessenen Intensitaten ergibt. Ein alternatives Verfahren zur Bestimmung der 
Assay Intensitaten, das die spektrale Signatur von gemessener Probe und Referenz 
berucksichtigt ist weiter unten beschrieben 

Die oben erwahnten SRI werden vorher anhand der Standards ( STD ) festgelegt. 
Definition: Assay-lntensitaten = (PRB-BLK) / (STD-BLK). STD, PRB, BLK konnen 
Einzelmessungen oder Mittelwerte aus Mehrfachmessungen darstellen 
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2.2.4 Simultane Messung mehrerer SRIs 

In Fig. 8 ist ein MeG>- und Berechnungsablauf schematisch dargestellt. 

Zu Beginn des Experiments werden die SRIs festgelegt. Das Verfahren hierzu ist 

unter „Festiegung von Spektralregionen" beschrieben. 

Im Weiteren werden von jeder Mikroplatte die Messwerte in den einzelnen Wells 
bezuglich der SRIs bestimmt. Von den Messwerten der BLK und STD Wells werden 
die Mittelwerte bestimmt ( wenn mehrere vorhanden sind) 

Die Messwerte der Proben fur die einzelnen SRIs werden mit den Mittelwerten von 
STD und BLK verrechnet 

Die Daten werden am PC dargestellt und / oder abgespeichert 
Eine Nutzung des hier beschriebenen Verfahrens bei ratiometrischen Verfahren z.B. 
far FRET-Messungen (siehe oben) besteht darin, die Probe mit Licht nahe dem 
Anregungsoptimum des FRET-Partners 1 (Donoranregung) zu bestrahlen. Der am 
Multikanaldetektor erfasste Spektralbereich umfasst die Emissionsbereiche beider 
FRET-Partner durch Definition von SRIs mit den entsprechenden STD Proben In der 
MTP (siehe oben) kann das Verhaltnis von Donor und Akzeptor emission simultan 
gemessen werden. 
2.2.5 Unmixing 

Durch die Verwendung von Kontrollen auf den Mikroplatten ist die Information iiber 
den spektralen Verlauf des zu messenden Signals bei jedem Experiment verfugbar. 
Im folgenden werden Verfahren beschrieben, die dazu dienen mit Hilfe dieser 
Information unspezifische Anteile des zu messenden Signals zu unterdrOcken, bzw 
Messwerte von Spektren, die sich uberlagern zu trennen. 

Algorithmen zur Analyse, z.B. zur selektiven Darstellung der Beitrager einzelner 
Farbstoffe zum gesamten von der Probe abgestrahlten Fluoreszenzsignal werden im 
folgenden beschrieben. Die Analyse kann quantitativ oder qualitativ erfolgen. Bei 
einer quantitativen Analyse wird pro Well der Beitrag (d.h. die Konzentration) jedes 
einzelnen Farbstoffs zum gesamten von der Probe abgestrahlten Fluoreszenzsignal 
berechnet. Zum Einsatz kommen Algorithmen wie z.B. eine lineare 
Entmischungsanalyse (Lit.: Lansford, et al.; Journal of Biomedical Optics 6(3), 311- 
318, (July 2001)). Die zur Analyse benStigten Referenzspektren die das 
Fluoreszenzspektrum eines einzelnen Farbstoffs beschreiben, werden aus den 
Kontrollen (STD siehe Abb. 7) ermittelt, die sich auf der MTP befmden. 
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Bei einer qualitativen Analyse erfolgt eine Klassifizierung, d.h. jedem Well wird 
jeweils nur der Farbstoff, der den groRten Beitrag zum gesamten von der Probe 
abgestrahlten Fluoreszenzsignals erzeugt, zugeordnet. Verwendet werden hierzu 
Algorithmen wie z.B. eine principal component analysis (PCA / Lit.: IT. Joliffe, 
Principal Component Analysis, Springer-Verlag, New York, 1986.). Diese Art von 
Algorithmen erlaubt eine Darstellung der Messwerte auf dem Kontroll PC in Form 
einer Falschfarben - Darstellung eine so genannte Maskierung des Bildes 
(Farbstoffmaske), wobei sich in Bereichen gleicher Farbe identische Farbstoffe 
befinden...Diese....Darstellung erlaubt bei der. Analyse von (sub-) well daten die 
Kolokalisation von Farbstoffen am gleichen Ort innerhalb eines Wells 

2.2.6 Unmixing mit STD und BLK 

In Fig.9 ist das unmixing nach zwei Komponenten in Detail schematisch 
dargestellt. 

Fur jede Mikroplatte werden in den Wells die Spektralwerte bestimmt 
Bei den STD und BLK Wells erfolgt eine Mittelwertbildung falls gleichartige 
Proben vorhanden sind 

Unter Verwendung von STD erfolgt dann fur jede Probe ein spektrales Unmixing 
nach zwei Komponenten. Daraus resultiert ein Datensatzes der den spezifischen 
Anteil SP (= STD-Komponente) und den unspezifischem Anteil US ( =Steulicht, 
Eigenfluoreszenz ) enthalt 

Diese beiden Datensatze kdnnen dann dargestellt Oder gespeichert werden 



Unmixing zu Detektion von WL Shifts 

Eine weitere Anwendung der Unmixing Verfahren liegt bei ratiometrischen Verfahren, 
wenn sich das Emissionsspektrum des Farbstoffes in Abhangikeit von vorhandenen 
lonenkonzentrationen Oder durch raumliche Nahe zu einem Bindungspartner 
verandert. Anstelle die Intensitat in zwei schmalen Wellenlangen bereichen zu 
bestimmen und den Quotienten zu bilden lasst sich das Verhaltnis beider 
Komponenten durch Unmixing bestimmen. Der Vorteil der Methode liegt in dem 
Umstand. das man ein wesentlich stakeres Signal fur die Messung (weil der gesamte 
Spektralbereich berucksichtigt wird) verwendet. Der unterscheid zum ..Unmixing mit 
STD und BLK" ist das man zwei STD als Referenz verwendet. die jeweils die 
Extremwerte des Spektrums (gebunden vs frei, bzw ionenreich vs ionenarm) 
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reprasentieren. Das Unmixing liefert dann auch 3 Komponenten 2 spezifische (zu 
den jeweiligen STDs) und die unspezifische Komponente. 



2.3 Beschreibung der Anordnung 

In Fig. 1 sind schematisch die wichtigsten Elemente der Erfindung als 
Blockschaltbild dargestellt. 

Fur Absorptionsmessungen (ABS) ( 1a ) wird das Licht L mit einer breitbandigen 
Lichtquelle Lichtquelle LQ und einer Abbildungsoptik BO in die Probe fokussiert und 
hinter der Probe detektiert. 

Bei Fluoreszenzmessungen (FL) wird die spezifische Anregungswellenlange mittels 
eines wellenlangenselektiven Elementes WS aus einer breitbandigen Lichtquelle LQ 
selektiert und einer Abbildungsoptik BO in die Probe fokussiert ( 1b). 
Die Wellenlangenselektion kann z.B. mit geeigneten Filtern, Prismen, dichroitischen 
Teilerspiegeln oder auch Kombinationen diese Elemente erfolgen. Alternativ hierzu 
sind monochromatische Lichtquellen moglich. Beispiele sind Multiline Laser Oder die 
Kombination einzelner Laser in einem Lasermodul. Hier erfolgt die 
Wellenlangenselektion beispielsweise mittels AOTF oder diffraktiver bzw dispersiver 
Elemente. 

Bei Fluoreszenzdetektion (Fig. 1b, c) wie auch sinngemaB bei Fig. 1 a und 1c fur den 
Absorptionsfall wird das Emissionslicht mit Hilfe eines Elementes zur Trennung der 
Anregungsstrahlung von der detektierten Strahlung -wie z.B einem dichroitischen 
Strahlteiler- vom Anregungsiicht abgespalten. 

Bei Durchlichtanordnungen z.B fOr Absorptionsmessungen und auch bei 
Lumineszenzmessungen (LUM) kann ein derartiges Element auch vollig entfalten. 
Das Licht der Probe wird mit Hilfe einer abbildenden Optik DO auf ein 
wellenlangendispersives Element abgebildet. Mit Hilfe dieses dispersiven Elements 
Dl wird das Licht in seine Spektralanteile zerlegt. Als winkeldispersive Elemente 
kommen beispielsweise Prismen, Gitter und akusto - optische Elemente in Frage. 
Das vom dispersiven Element in seine spektralen Komponenten aufgespaltete Licht 
wird im AnschluB auf einen Mehrkanal- Zeilendetektor DE abgebildet. Dieser 
Zeilendetektor DE milit also das Emissionssignal in Abhangigkeit von der 
Wellenlange und wandelt dies in elektrische Signale S urn. Mit Hilfe eines 
erfindungsgemaSen, im folgenden naher erlauterten Binningverfahrens erfolgt ein 
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Zusammenschalten von einzelnen Kanalen, d.h. eine Summation uber einzelne 
Kanale des Zeilendetektors. 

Zusatzlich kann der Detektionseinheit noch ein Linienfilter zur Unterdruckung der 
Anregungswellenlangen vorgeschaltet werden. 

Abb. 2 zeigt ein Ausfuhrungsbeispiel der Gesamtanordnung . 
Ein Probentrager PT halt eine Probe P , hier eine Mikrotiterplatte und ist 
vorzugsweise als Scanningtisch T ausgebildet, d.h. er fOhrt eine schnelle Bewegung 
mindestens in X/Y Richung aus. 

Es erfoigt eine Beleuchtung der MTP von unten durch die GefalJboden der einzelnen 
Wells hindurch. 

Die Beleuchtung besteht aus einer Lichtquelle LQ, deren Licht hier in einen Lichtleiter 
LL eingekoppelt wird und Qber eine erste Beleuchtungsoptik BOI und Filterrader 
FR1 zur Intensitatssteuerung Qber Graufilter und FR2 zur Wellenlangenselektion 
uber Anregungsfiler sowie einen dichroitischen Strahlteiler DST und ein Objektiv O 
in die Proben P gelangt. Das von den jeweiligen Proben kommende Licht gelangt 
durch den Strahlteiler DST hindurch uber eine Detektionsoptik DO auf einen 
Detektor DE. 

Ober einen Strahlteiler ST2 wird ein Teil des Beleuchtungslichtes zu einer 
Monitordiode MD zur Oberwachung der Laserieistung ausgekoppelt. 
Es kann pro Probe ( im Well der MTP) eine Messung erfolgen Oder auch mehrere 
Messungen in einem Well. 

Die Proben P im Probentrager PT werden sequentiell vermessen. Zu diesem Zweck 
wird der Probentrager PT mit Probe mit einem Scanningtisch T uber die optische 
Anordnung bewegt. Eine alternative Ausfuhrung ware dass die Probe sich fest in 
einem Halter befindet und sich die optische Anordnung mittels eines xy Scanners 
relativ zum Probentrager bewegt. 

Abb 2 ist ein Ausfuhrungsbeispiel fur Fluoreszenz und Lumineszenzmessung Abb. 3 

ein Beispiel fur Absorptionsmessungen 

Hier ist die Detektoranordnung DE uber der Probe angeordnet. 

Statt des Strahlteilers DST ist hier beispielsweise ein Spiegel SP vorgesehen, uber 

den das Beleuchtungslicht seitlich in Richtung der MTP eingekoppelt wird. 
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Zumindest der Detektor und die Ansteuerung des Scanning- Tisches sind mit einem 
PC verbunden, der mit weiteren Einstell- oder Auswertelementen verbunden sein 
kann. 

Zus Detektionsanordnung DE kann eine Auswerteanordnung gehoren, wie sie im 
Folgenden , insbes. Anhand Fig. 5 und 6, detailliert dargestellt ist. 

2.3.1 Beschreibung der Detektionseinheit 

Eine mogliche Ausfuhrungsform des optischen Strahlenganges der in Abb. 1 im 
Blockschaltbild gezeigten Detektoreinheit ist in Abb. 4 dargestellt. Der Aufbau 
beschreibt im wesentiichen "einen Cerny Turner Aufbau. Das Licht L der Probe wird 
mit der Detektionsoptik DOI , die das parallele Licht der DO in Fig. 2,3 aufnimmt , 
fokussiert. Eine Steulichtblende SB kann verwendet werden ist aber nicht unbedingt 
erforderlich . 

Der erste abbildende Spiegel M2 kollimiert das Fluoreszenzlicht. AnschlielJend trifft 
das Licht auf ein Liniengitter G, beispielsweise ein Gitter mit einer Linienzahl von 
651 Linien pro mm Das Gitter beugt das Licht entsprechend seiner Wellenlange in 
verschiedene Richtungen. Der zweite abbildende Spiegel M1 fokussiert die einzelnen 
spektral aufgespaltenen Wellenlangenanteile auf die entsprechenden KanSle des 
Zeilendetektors DE . Besonders vorteilhaft ist der Einsatz eines Zeilen-Sekundar- 
elektronenvervielfachers der Firma Hamamatsu H7260. Der Detektor besitzt 32 
Kanale und eine hohe Empfindlichkeit. Der freie Spektralbereich der oben 
beschriebenen Ausfuhrungsform betragt etwa 350 nm. Der freie Spektralbereich wird 
in dieser Anordnung gleichmaftig auf die 32 Kanale des Zeilendetektors verteilt, 
wodurch sich eine optische Auflosung von etwa 10 nm ergibt. Somit ist diese 
Anordnung nur bedingt zur Spektroskopie geeignet. Jedoch ist ihr Einsatz in einem 
schnellen Screening System vorteilhaft, da das Signal pro Detektionskanal aufgrund 
des relativ breiten detektierten Spektralbandes noch relativ groR ist. Eine 
Verschiebung des freien Spektralbereiches kann zus§tzlich durch eine Verdrehung 
urn phi beispielsweise des Gitters erfolgen und/oder durch eine Verschiebung des 
ZeilenempfSngers in Richtung der Wellenlangenaufspaltung urn dl (siehe Abb. 4). 

In den oben beschriebenen Ausfuhrungsform(en) detektiert jeder Einzelkanal 
vorteilhaft ein Spektralband des Emissionsspektrums mit einer spektralen Breite von 
ca. 10 nm. Die Emission der fur die Analyse relevanten Farbstoffe erstreckt sich 
jedoch uber einen WellenlSngenbereich von mehreren 100 nm. Deshalb erfolgt in der 
erfindungsgemafJen Anordnung eine Summation der Einzelkanale entsprechend der 
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Fluoreszenzbander der verwendeten Farbstoffe. Hierzu wird im ersten Schritt ein so 
genannter Spektralscan an einer auf der MTP befindlichen Referenzprobe, der die 
Informationen der Einzelkanale z.B. als Bildinformation ausliest. Konnen nicht alle 
Einzelkanale des Detektor simultan ausgelesen werden, so erfolgt nach dem Stand 
ein sequentielles Auslesen der Einzelkanale (Multiplexen). 

Hierbei wird die Probe vorteilhaft mit mehreren Anregungswellenlangen 
gleichzeitig entsprechend der verwendeten Farbstoffe bestrahlt . So wird die Summe 
der Spektralkomponenten der einzelnen Farbstoffe, die sich in der gemessenen 
Probe befinden, aufgezeichnet. 

Im AnschluB kann der Nutzer beliebig die einzelnen Kanale zu 
Detektionsbandern (Emissionsbandern) zusammenfassen , also aufsummieren. Die 
Auswahl der Summationsbreiche kann beispielsweise durch die Darstellung der 
Signale der Probe in den Einzelkanalen in einem Histogramm erfolgen. Das 
Histogramm reprasentiert die Summe aller Emissionsspektren der in der Probe 
verwendeten Farbstoffe. Diese Summation erfolgt vorteilhaft entsprechend den 
Emissionsspektren der angeregten Farbstoffe, wobei die jeweiligen 
Anregungswellenlangen ausgeblendet und Signale verschiedener Farbstoffe in 
verschiedenen Detektionsbandern summiert werden. 

Konnen beispielsweise 8 Kanale simultan ausgelesen werden, so erfolgt bei 
Verwendung des oben beschriebenen 32 Kanaldetektors eine Summation iiber 
jeweils 4 Kanale. Das Auslesen der gesamten N=32 Kanale erfolgt, dann in n=4 
Schritten, wobei das Summationsfenster um jeweils einen Einzelkanal (L/h=4/4=1) 
verschoben wird. Abb. 5 zeigt schematisch jeweils in einer Zeile die verschiedenen 
Einzejkanale des Zeilendetektors, deren N Einzelsignale C entsprechen. Dieses 
Vorgehen hat gegendber dem Auslesen der 32 Einzelkanale in 4 Schritten den 
Vorteil das die Signalinformation aller 32 Pixel fur die Meftzeit in die Berechnung der 
einzelnen Spektralwerte eingeht. Im anderen Fall wird jeder Detektorkanal nur fur V* 
der Messzeit ausgelesen. Im Folgenden wird beschrieben wie sich aus den Summen 
(iber die Detektorkanale die einzelnen Spektralwerte wieder gewinnen lassen 

Die gemessenen Signale der Einzelkanale werden mit c k j (in Abb. 5 als Blocke 

dargestellt) bezeichnet, wobei k = 1../V die Kanalnummer und; = 0..n-1 die Vielfachen 
der Verschiebung L/n sind. Fallt das Signal am Rand des Detektors nicht ab, so kann 
wie in Abb. 5 grau dargestellt, der letzte Einzelkanal des Detektors so abgedeckt 
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(ausgeblendet) werden, dass nur eine Breite von L/n zur Messung zur Verfugung 
steht Dies ist zur Vermeidung von Artefakten bei der Berechnung notwendig. 

Zur Berechnung der N mal n Spektralwerte S m werden nun Differenzen von 
Summen uber Einzelkanale nach folgendem Algorithmus gebildet: 
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Die so berechneten Spektralwerte S (Zwischenwerte) konnen im Anschluft 
graphisch auf dem angezeigten Bild, z.B. wahrend eines Spektralscans dargestellt 
werden. 

Die Summation uber verschiedene Einzelkanale und damit die Messung der c k j 

ist in Abb. 6 schematisch dargestellt. Die Signale der Einzelkanale werden hierbei 
wiederum mit elnem Verstarker A in Spannungssignale transformiert. Anschliefiend 
werden die einzelnen Spannungssignale in einem Integrator I wahrend der 
Pixelverweilzeit aufintegriert. 

2.3.2 Simultane Aufnahme der vorgewahlten Spektralregionen 

Die Berechnung der Emissionsbander kann digital Oder auch analog erfolgen. 
Beide Anordnungen werden im folgenden naher beschrieben. Eine Anordnung zur 
digitalen Berechnung des Summensignals ist in Abb. 6A schematisch dargestellt. 
Hierbei wird der an den Anoden eines Mehrkanal-PMT flieliende Strom, jeweils durch 
den ersten Amplifier A (als Strom-Spannungswandler geschaltet) in eine Spannung 
gewandelt und verstarkt. Die Spannung wird einem Integrator I zugefuhrt der uber 
eine entsprechende Zeit (z.B. Pixelverweilzeit) das Signal integriert. 

Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein Komparator K 
nachgeschaltet werden, der als einfacher Komparator eine Schaltschwelle hat, die 
bei Oberschreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt Oder der als 
Fensterkomparator ausgebildet ist und dann ein digitales Ausgangssignal bildet, 
wenn sich das Eingangssignal zwischen der oberen und unteren Schaltschwelle 
befindet Oder wenn das Eingangssignal auBerhalb (unter Oder uber) den 
Schaltschwellen liegt. Die Anordnung des Komparators bzw. des 
Fensterkomparators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach erfolgen. 
Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so genannte Verstarkermode) sind 
ebenfalls denkbar. Bei der Anordnung im Verstarkermode ist weiterhin der 
Komparator K auch nach entsprechender Pegelanpassung vorhanden. Der Ausgang 
des Komparators K dient als Steuersignal fur ein Switch-Register SR , das direkt die 
aktiven Kanale schaltet (online) oder der Zustand wird dem Computer uber eine 
zusatzliche Verbindung V mitgeteilt, urn eine individuelle Auswahl der aktiven Kanale 
zu treffen (off-line). Das Ausgangssignal des Switch-Registers SRwird direkt einem 
weiteren Verstarker A1 zur Pegelanpassung, fur die nachfolgende A/D-Wandlung 
AD zugefuhrt. Die AD gewandelten Werte werden uber geeignete DatenQbertragung 
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an einen Rechner (PC oder Digital-Signal-Prozessor DSP) ubertragen, der die 
Berechnung des /der Summensignale(s) durchfuhrt. 

Ein auf analoger Datenverarbeitung basierendes Aquivalent der Anordnung in 
Abb. 6A ist in Abb. 6 dargestellt. Die Signale der Einzelkanale werden hierbei 
wiederum mit einem VerstSrker A in Spannungssignale transformiert. Anschliefcend 
werden die einzelnen Spannungssignale in einem Integrator I wahrend der 
Pixelverweilzeit aufintegriert. 

Rem .Integrator nachgeschaltet ist ein Komparator K der einen Vergleich des 
aufintegrierten Signals mit einem Referenzsignal durchfuhrt. 

Falls das aufintegrierte Signal kleiner als die Komparatorschwelle ist, so wurde in 
dem entsprechenden Einzelkanal kein oder ein zu kleines Fluoreszenzsignal 
gemessen. In einem solchen Falle soil das Signal des Einzelkanals nicht weiter 
verarbeitet werden, da dieser Kanal nur einen Rauschanteil zum Gesamtsignal 
beitragt. Der Komparator betatigt in einem solchen Falle uber SR einen Schalter und 
der Einzelkanal wird fur den gerade gemessenen Pixel ausgeschalten. Mit Hilfe der 
Komparatoren in Kombination mit den Schaltern wird also automatisch der fur den 
gerade gemessenen Bildpunkt relevante Spektralbereich ausgewahlt. 

Im Anschlufc kann das integrierte Spannungssignal der Einzelkanale mit einem 
mit dem Switch-Register SR verbundenen Demultiplexer MPX auf verschiedene 
Summenpunkte durch das Register Reg1 geschaltet werden. In Abb. 6 sind 8 
verschiedene Summenpunkte SP eingezeichnet. Die Steuerung des Registers Reg1 
erfolgt durch eine Steuerleitung V1 vom Rechner. Jeweils ein Summenpunkt SP 
bildet jeweils einen Teil des Summationsverstarkers SV, der die Summation der 
angewahlten Einzelkanale durchfuhrt. Insgesamt sind in Abb. 6 8 Summenverstarker 
SV dargestellt. Die Summensignale werden im Anschluli mit jeweils einem Analog- 
Digital-Wandler in digitale Signale umgewandelt und vom Computer oder DSP 
weiterverarbeitet. Die Summenverstarker SV konnen auch mit einer veranderlichen 
nichtlinearen Kennlinie betrieben. In einer weiteren Anordnung (digitale fnach Abb. 
6A] und analoge Detektion (nach Abb. 6) ) erfolgt eine Manipulation bzw. Verzerrung 
der Eingangssignale der Einzeldetektionskanale durch: eine Veranderung der 
Verstarkung von (A), eine Veranderung der Integrationszeiten von (I), durch ein 
Einspeisen eines zusatzlichen Offsets vor dem Integrator und/oder durch eine 
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digitale BeeinfluBung der gezahlten Photonen bei einer Photonenzahlanordnung. 
Beide Methoden konnen auch beliebig miteinander kombiniert werden. 

Eine Anderung des Summationsmusters durch V1 kann bildweise nach der 
Aufnahme Oder wahrend des Scannens eines Bildpunktes / Probenpunktes bzw. 
einer Bildzeile / -spalte erfolgen. Die Anfordungen an die Schaltgeschwindigkeit des 
MPX hangen von der Art der Einstellung ab. Erfolgt beispielsweise eine 
bildpunktweise Einstellung so muli der Scan innerhalb der Integrationszeit fur diesen 
Bildpunkt erfolgen (also in einigen Mikrosekunden). Erfolgt die Einstellung bildweise 
sp, rnuli die §can innerhalb yon einigen Millisekungen bis Sekunden. erfolgen. 

Die Berechnung der Signale der Einzelkanale erfolgt mit dem oben 
beschriebenen Algorithmus unter Verwendung der c^j. 

Mit der erfindungsgemaften Anordnung ist ein schneller Wechsel der 
Detektionsbander fur Multitracking - Anwendungen, d.h. fur einen Wechsel der 
Bestrahlungswellenlange und/ oder Intensitat wahrend der Messung moglich. Der 
Wechsel kann in einem Zeitraum von einigen ps. Dadurch ist beispielsweise auch die 
Untersuchung einund der selben Probenstelle mit unterschiedlichen 
Detektionsbandern moglich. Messungen, die schnelle Wechsel des Anregungslichtes 
durch Polychomatoren oder Laser mit AOF erfordern lassen sich durch diesen 
schnellen Wechsel der Detektionsbander realisieren 

Die Anordnung nach Abb. 6 hat gegenuber Anordnung nach Abb. 6A mehrere 
Vorteile. Der auffalligste Vorteil ist, dass lediglich die Summenkanaie (also die 
Detektionsbander der verwendeten Farbstoffe) in digitale Daten gewandelt und an 
den Computer gesendet werden mussen. Dadurch werden die vom Computer zu 
verarbeitenden Datenraten minimiert. Dies ist besonders wichtig bei der Anwendung 
des Verfahrens bei schnellen Kinetiken im ms Bereich, urn die extrem schnell 
ablaufenden dynamischen Prozesse registrieren zu konnen. Beim Einsatz dieses 
Verfahrens sind weiterhin keine Grenzen an die Anzahl der Einzelkanale des 
verwendeten Zeilendetektor und damit an die Grolie des detektierbaren 
Spektralbereiches und/oder die spektrale Auflosung des Spektralsensors gesetzt. 

Weiterhin sind bei der in Abb. 6A darqestellten Vorrichtung die zu wandelnden 
Signalpegel wesentlich kleiner. Dadurch ist das zu erwartende Signal zu 
Rauschverhaltnis geringer. 
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In den beide oben beschriebenen Anordnungen wurde vorzugsweise eine 
Integratorschaltung zur Detektion der Einzelkanalsignale verwendet. 
Uneingeschrankt kann jedoch auch eine Photonenzahlung in den Einzelkanalen 
erfolgen und die Photonenzahlen addiert werden.. 
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Patentanspruche 



1. 

Verfahren und /oder Anordnung 

zur Identifikation von fluoreszierenden, lumineszierenden und/ oder absorbierenden 
Substanzen auf und/ oder in Probentragern, insbesondere mit hohem 
Probendurchsatz beim Probenscreening und /oder in der Diagnostik , vorzugsweise 
bei der Analyse von Proben in Mikrotiterplatten ( MTP), wobei eine spektrale 
Aufspaltung des Probenlichtes sowie eine Detektion in mehreren Detektionskanale 
erfolgt 

und fur mindestens einen Teil der Detektionskanale mindestens eine 
Summation und / oder Zusammenfuhrung der Signale der Einzelkanale erfolgt. 

2. 

Verfahren und / oder Anordnung nach Anspruch 1 , 

wobei auf dem Probentrager neben zu untersuchenden Substanzen ( PRB) 
mindestens eine Standardprobe ( STD) und / oder mindestens eine Leerprobe ( BLK) 
angeordnet sind 
3. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche , 
wobei in einem ersten Schritt ein Spektrum mindestens einer Standardprobe ( STD) 
aufgenommen wird 
4. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei automatisch oder durch Eingabemittel, vorzugsweise anhand gemessener 
Standardspektren, interessierende Spektralbereiche ( SRI) festgelegt werden, in 
denen eine Messung erfolgt 
5. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei die Detektionskanale mindestens eines interessierenden 
Spektralbereiches ( SRI) summiert werden 



20 



WO 03/056309 



'CT/EP02/14275 



6. 

Verfahren und / Oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprOche , 
wobei eine Veranderung der Bereiche summierter Detektionskanale und/ Oder ein 
Abschalten einzelner Detektionskanale oder Kanalgruppen erfolgt. 
7. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei eine relative Signalintensitat der Substanz aus dem Quotiienten 

(PRB-BLK) / (STD-BLK) ermittelt wird, 
mit PRB : gemessenes Signal der Substanz 
STD: gemessenes Signal Standardprobe 
BLK: Gemessenes S9igan Untergrung ( Leerprobe) 
8. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei fur STD und / oder BLK eine Mittelwertbildung uber mehrere Proben erfolgt 

9- 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei fur mindestens eine Substanz anhand von Standardproben ein spektrales 
unmixing nach mindestens zwei Komponenten erfolgt 
10. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprOche , 
wobei durch unmixing das Verhaltnis mindestens zweier Komponenten gebildet wird 
11. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei ein dispersives Element, vorzugsweise ein Gitter oder Prisma sowie eine in 
mindestens eine Richtung ortsauflosende Empfangeranordnung vorgesehen ist 
12. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprOche , 

wobei die Empfangeranordnung ein Zeilendetektor ist 

13. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei der Zeilendetektor ein Mehrkanal - PMT ist 
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14. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei eine spektrale Wichtung zwischen mehreren Detektionskanalen , eine 
Summation der gewichteten Kanale der Signale der Detektionskanale sowie eine 
Summation der Detektionskanale erfolgt 
15. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 

wobei die Wichtungskurve eine Gerade ist 

16. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei Signale von Detektionskanalen gewandelt und digital ausgelesen werden und 
die Wichtung und Summation digital in einem Rechner erfolgt. 
17. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei die Wichtung und Summation mit analoger Datenverarbeitung mittels einer 
Widerstandskaskade erfolgt 
18. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden AnsprGche , 

wobei die Widerstande einstellbar sind 

19. 

Verfahren und / oder Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche , 
wobei die Wichtungskurve einstellbar ist 
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